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てint遺伝子の発現が調節されることも知られている (Gottesmanet al.， 1982; 

























を起こし、ついでそのすぐ下流に 6つほどの Aが続く領域が存在すると dA-rUの塩基
対合が不安定なため RNAが結果的に放出される (Martinand Tinoco， 1980)。









が知られている。 TIF司IはDNA結合蛋白質で Salboxと呼ばれる18bpから成る DNA上








考えられている (Kerppolaand Kane， 1990)。








因子は U塩基に富むRNAに結合して転写終結を引き起こす (Stef;加 0，1984; Gottlieb and 
Steiz， 1989)。この因子は ATPase/dA TPase活性と DNA-RNAjRNA-RNAヘリカーゼ活性
を持つという報告があり (Bachmanet a1.， 1990)、この点、本研究で対象としている大
腸菌転写終結因子rhoと類似しており興味深いが、その様な活性が再現しないという








RNA鎖がDNA. RNA . RNAポリメラーゼの複合体から放出されることから RNA遊






存在する因子であろうと考えられている (Milosoet al.， 1993; Quirk et a1.， 1993; 
Opperman and Richardson， 1994)。
遺伝学的な解析からは rho因子をコードする遺伝子は大腸菌染色体上の84分の位置
にあること (Ratner，1976; lnoko and lmai， 1976)、この因子が菌の生育に essentialである
こと (Daset a1.， 1976; lnoko et al.， 1977)が示された。また、 rhoはその構造遺伝子の前
にリーダー領域を持ち、そこに存在する rho依存性転写終結部位を通じて
auto児gulationされていることが明らかとされている (Matsumotoet a1.， 1986)。
rho蛋白質の構造と機能
1983年には Pi凶(ham釦 dPlattによって rho蛋白質は419アミノ酸からなるポリペプチ
ド鎖で、分子量はおよそ46kDaであることが示された (Pinkhamand Platt， 1983)。その













DGFGFLR AXXXXGKT hl吐由hD FPAVD 
RNP-1 ATPaseA ATPaseB adenine binding 
図1 rho蛋白質のドメイン構造
このうち N末ドメインは次のようにいろいろな証拠から RNA結合を担うことが分
かった。 1)hydroxylamineを用いると rho蛋白質は 151番目のアスパラギンと 152番目
のグリシンの問で切断されるが、このうち N末の 151残基の方にpoly(C)が結合する
(Bear et a1.， 1985)、2)UVクロスリンクでもこの部分に RNAが結合する (Dolanet a1.， 
1990)、3)この領域に変異のある rho蛋白質はRNAとの相互作用が野生型とは異なる
場合が多い (Tsurushitaet a1.， 1989; Brennan and Plat， 1991)、4)そのなかの61---64残基
の部分に RNA結合蛋白質中に共通的に見いだされRBD(RNA Binding Domain) -1と呼
ばれているアミノ酸配列、 G-F-G-F、を含む、 5)この配列中のフェニルアラニンをア







すること (Dolanet a1.， 1990)、2)178~185 残基の部分の領域中には多くのの ATP 結合
ドメイン NB-1 (N ucleotido Binding Domain)に共通の配列、 G-X-X-X-X-G-K-Tがあり
ATPの類似体 (PLP-AMP)はこのなかの 181番目のリジンに結合すること
(Dombroski et a1.， 1988)、3)この NB-I中の K181がQに変化した変異rho蛋白質は ATP
加水分解活性を失うこと (Dombroskiet aJ.， 1988b)、4)ATP結合ドメインの第二の共通
配列 NB-II、h-h-h-D (hは疎水生アミノ酸残基を表す) 中の D265→ Nの変異により






性があること (Dombrosliand PlaU， 1988)、また両者の hydropathyprofileを比較するこ
とから供に同じ起源の蛋白質である可能性が指摘されていたが (Oppermanand 
Richardson， 1994)、その FI-ATPaseの結晶構造が近年明らかにされた (Abr油amset aJ.， 
1994)。この ATPaseはαおよびpサプユニットが交互に三つずつリング状に会合し、
そのリングの中心にyサプユニットが貫通した構造をしている。 rhoと相向性のあるの









とが示唆されたが (Pingerand Richardson， 1982b)、RNAと共存させると、そのほとん
どが六量体をとることから加 vivoで機能するときには六量体をとるものと考えられた。
その後、この蛋白質の四次構造に関しては、クロスリンク実験 (Fingerand Richardson， 
1982a)、電子顕微鏡による観察 (Odaand J'akanami， 1972; Be訂 etaJ.，1988; Gogol et aJ.， 
1991)、およびX線散乱、 X線小角散乱、中性子散乱等のさまざまな物理学的手法によ




















活性である (Lowery-Goldhammerand Richardson， 1974)。この活性はinvitroでは転写終
結とは独立に観察することができる。しかし転写終結反応系に NTPの代わりに加水分
解されない類似体NMP-P(NH)Pを用いると転写終結がおこらなくなることから、転写
の終結にはNTP加水分解活性の必要なことが明かとされた (Howardand Crombrugghe， 
1ー0-
第一章序論
1976)0 NTPのなかでは ATPのKmが最も小さく (9μM) rho蛋白質は invivoでは
ATPaseとして機能しているであろうと考えられている (Loweryand Richardson， 1977)。
この NTP加水分解活'性は RNA依存性であるが、コアクチベーターとする RNAの組成
や配列によってその活性が異なる。最近の合成オリゴペプチドを用いた詳細な解析か
らCの含有量が60%以上であれば最大の NTP加水分解活性がひきだされることが明










唱されている (Sei仕iedet a1.， 1992) 0 rho六量体が全体としてどれだけの RNAに結合す
るのかということに関しては蛍光測定の利用から六量体あたり約80塩基長の RNAが結











いることによって rho蛋白質が実際に RNA上を 51→31方向に移動することが示されて










































つある (Plattand Richardson， 1992) (図的。
一つはloopingmodelと呼ばれ、 rho蛋白質がRNA上の認識部位に結合した後、その
















































L培地は 1%町yptone、0.5% yeast extract、0.5%NaClを含む。 Terrific培地は1.2%
町ptone、2.4%yeast extract、0.4%glycerol、2.3gIl KH2P04、12.5g!l K2HP04を含む。
LPG培地はL培地にさらに 1% glucose、5.6gfl KH2P04、28.9g!l K2HP04を含む。
SOB培地は 2%町'ptone、0.5%yeast extract、10mMNaCl、2.5mM KCl、10mMMgC12、
10mMMgS04を含む。SOC培地は SOB培地にさ らに 20mMglucoseを含む。 TFBは








ルピルピン酸、 s-NADH、テトラサイクリンは BoehringerMannheim社より、 ATP、
GTP、UTP、CTP、ヘパリンセフアロースは Pharmacia社より購入したものを用いた。
DNaseIはPL社より、 a-32PUTPはICN社より、 DNA合成試薬類はクルアケム社より 、













hsdS， gal (ld 857， ind 1， Sam 7， nin 5， lac UV5・17gene 1) 
SψE 44， hsdR 17， recA 1， endA 1， gyr 96， thi-1， reLA 1 
supE 44， hsdS 20 ( r B-m B -)， ruA 13， ara・14，proA 2， 
lacY 1， galK 2， rpsL 20，巧1-5，mtl・1
recA 1， endA 1， gyrA 46， thi， hsdR 17， StψE 44， reLA 1， 
lac I F， fproAB +， lacl q， lacZ s M15::Tn 10 (tet r)] 
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Source or refe陀nce
Studier and Mo百'at，1986 
Hanahan， 1983 
Bolivar and Backman. 1979 









って集菌し、これに 1KlettOD当たり 1μlのSDS-samplebuffer (125mM Tris-HCl， 2% 
SDS， 20% glycerol， 250mM s -mercaptoe出anol，0.1 % bromophenolblue， pH 6.8) を加えた。






















SDSポリアクリルアミドゲル電気泳動は Laemmliの方法 (Laemmli，1970) または
Weber & Osborn (Weber & Osborn， 1969)の方法にしたがって行なった。
ポリアクリルアミド尿素ゲル電気泳動は Calvaらの方法 (Calvaet al.， 1980) にした
がって行なった。 bufferとしては TBEbuffer (89 mM Tris-Base， 89 mM borate， 2.5 mM 
Na2EDT A， pH 8.3)を用い、泳動後のゲルは液紙 (Whatrnan3 MM) に吸着させ乾燥後オ
ートラジオグラフィーにより解析した。
アガロースゲjレ電気泳動は Davisらの方法 (Daviset al.， 1980)にしたがっで行なっ
た。 bufferには 0.5μg/ml臭化エチヂウムを含む TAE buffer (40 mM Tris-Base， 20 mM酢
酸，2 mM Na2EDT A， pH 8.0)を用いた。
蛋白質の定量
rho蛋白質は 280nmでの吸光度より、比吸光度 El%= 3.7 (Finger and Richardson， 1981) 







目的とする rho蛋白質 (wildtypeあるいは mutants) を発現し得るプラスミドをもっ
菌 (XL1・Blueあるいは HB101) を50μg/mlampicilline， 12μg/ml tetracyclineを含む L培
地 2ml中で一晩培養する。ここから 0.5mlを同じ濃度の薬剤を含む 50mlのL培地あ




用プラスミドpNT203をもち培養温度を 320Cから 42tに移行させることによって rho
蛋白質の発現を誘導することができる。そこでKlettODが 100になった培養液につい





菌体を NDlbuffer (10 mM Tris-HCl， 60mM Na2HP04， 40mM NaH2P04， 0.8 mM 
imidazole， 20% glycerol， 1 mM s -mercaptoethanol， 0.1 mM PMSF， pH 8.0) 5mlに懸濁し、
ここに 10mg/mll ysozymeを120μl加えて氷水上で20分間静置した後 1MNaClを
500μl、1MMgC12を50μl、2mg/mlのDNaseIを10μl加えたうえで2分間の超音波処理
を行なった (BRANSON，MODEL W185E)。この後遠心を行ない (11Krpm，15分間)上
清を回収した。
3) Ni-NTAアガロースカラムクロマトグラフィー
NDl bu俄 rで平衡化した 0.5mlのNi-NTAアガロースカラムに 2)で得られた試料を
添加し ND2buffer (10 mM Tris-HCl， 60 mM Na2HP04， 40 mM NaH2P04， 500 mM NaCl， 
200/0 glycerol， 1 mM s -mercaptoethanol， 0.02 mM PMSF， pH 8.0) 4.4mlで洗浄した後ND3
buffer (10 mM Tris-HCl， 60 mM Na2HP04， 40 mM NaH2P04， 40 mM imidazole， 20% glycerol， 
-20-
第二章材料と方法
1mM s -mercaptoe由加01，0.02 mM PMSF， pH 8.0) 6mlで吸着力の弱い蛋白質を溶出した。
次いでND4buffer (10 mM Tris-HCl， 60 mM Na2HP04， 40 mM NaH2P04， 250 mM imidazole， 





3)で得られた画分に当量の Gbuffer (50 mM HEPES-KOH， 5 mM EDTA， 0.1 mM DTT， 
20% glycerol， pH 7.5)を加え Gbufferで平衡化した 0.4mlのヘパリン・セフアロースカ
ラムに添加した。この後Gbuffer 200μIで洗浄し、 0.2MNaClを含む Gbuffer 800μlで吸
着力の弱い蛋白質を溶出し、さらに 6回に分けて 1MNaClを含む Gbufferで残ってい
る蛋白質を溶出した。それらのうち rho蛋白質を含む画分を SDS-PAGEによって判別
し、その画分を集めて rho保存buffer(50 mM HEPES-KOH， 0.1 mM EDT A， 50 mM KCl， 
0.1 mM DTT， 50% glycerol， pH 7.5)に対して透析してー200Cで保存した。
rho ATPase活性の測定
重定らの方法 (Shigesadaet a1.， 1984) に基づいて行なった。反応は 40mM Tris-HCl， 
pH 8.0， 1 mM MgC12， 0.1 mM EDT A， 25 mM KCl， 0.1 mM DTT， 0.3mg/ml BSA， 0.1 mM 
ATP， O.1mM s -NADH， 0.2 mM phosphoenolpyruva包， 1 unit pyruvate kinase & lactate 
dehydrogenase， 10ng/μ1 poly(C)， 6ng/ml rho， 300Cの条件下で行なった。操作は以下の通り
である。まずATP，poly(C)， rhoを除く反応液 (97ml) をあらかじめ 30'Cに保温してお
き、 ここに 1mg/mlATPを1ml、0.3mg/mlrhoを2ml、1mg/mlpoly(C)を 1ml、この川貢
序で加え、 340nmのNADHの吸光度の時間変化を恒温槽をつないだ分光光度計
(Shimadzu UV-240) を用いて測定した。




ATPase activity = ([ATP]o-[ATP]t) I t I p 
= (A340かA340，t)Iε340 I t I p 
ここで [ATP]0、[ATP]tは時刻0およびtのATPのモル濃度を、 tは時刻tまでの反
応時間を、 pはrho蛋白質の mg量を、 A340，O、A340，tは時刻 0およびtにおける 340nm
での吸光度を、 ε340はNADHの340nmでの分子吸光係数をそれぞれ表す。
クロスリンク
EDCによるクロスリンクは 50mM HEPES-KOH， pH 7.9， 100 mM.KCl， 20% glycerol存





imidoesterによるクロスリンクは 45mM HEPES-KOH， pH 7.9， 200mM KCl， 1 mM 
EDTA存在下で5μMrhoにおよそ 25mMになるように imidoesterを加え 200Cで一定時
間反応させて行なった。
N-hydroxysuccinimido esterによるクロスリンクは 45mM HEPES-KOH， pH 7.9， 200 mM 
KCl， 1 mM EDT A存在下で5μMrhoにおよそ 2mMになるようにクロスリンカーを加え
200Cで一定時間反応させて行なった。




















BL21(DE3)株を 50μg/mlのアンピシリンを含む L培地 10mlで一晩培養し、これを同






得られた菌に 1g当たり 5mlのDbuffer (20 mM Tris-HCl， 0.2 mM EDTA， 0.5 mM DTT， 
0.5 mM PMSF， 200/0 glycerol， pH 8.0)を加え 5分間の超音波処理を行ない、次いで20mM




として取り除いた(分画 B)。なお PolyminPの至適濃度は溶菌液ごとに異なる (Finger








をDbuffer ~こ懸濁した。次いでこれを Sephadex 0-25のカラムに通して脱塩した。この
際、溶出画分の電気伝動度を測定して脱塩が完全であることをチェックした(分画C)。
5) Q-Sepharoseカラムクロマトグラフィー
分画Cを50mMNaClを含む Dbufferで平衡化した Q-Sepharoseカラム (1.6 x 10cm) 
に添加した後、 50mM--287.5 mMのNaCl直線濃度勾配で溶出した。分取した画分を





集めで NusG保存buffer(10 mM Tris-HC1， 2 OmM MgCI2， 40 mM (NH4)2S04， 1 mM DTT， 
50% glycerol， pH 7.5)に対して透析し -800Cで保存した。
in vitroRNA合成
標準反応液 (20μ1)は40mM Tris-HC1， 0.1 mM EDTA， 0.1 mM DTT， 8% glycerol， 0.1 
pmol 鋳型DNA，0.2pmol RNApolymerase， 0.2mM ATP，CTP，OTP， 0.4 mM UTP， 2μCi [α・32P]
UTPおよびそれぞれの実験ごとに記した濃度の KCl，MgCI2， rho蛋白質を含む。
反応は 370Cで 10分間保温した基質を含まない反応液に基質 (NTP)およびrho蛋白
質を加えることにより開始した。転写反応の反復開始を防ぐため 0.2μgrifampicinも同
時に加えた。 37'Cで 20分間反応を行なわせたあと 16μlのstopbuffer (deionized 











































クリーニングの為に挿入されたものである (Miwaet a1.， 1995)。このプラスミドの rho
蛋白質構造遺伝子の直前にある NdeI認識部位に、 6つのヒスチヲン残基と FactorXa 




















プラスミドpHK7(鹿児島 修士論文)を利用した。 pHK7はPLプロモータ一、 AtRl 
ターミネータ一、野生型rho蛋白質構造遺伝子、 rmBTlターミネーターをこの順序で











Placプロモーターをもっプラスミドは XLトBlue株に導入して 370Cで培養し、 Klett
ODがおよそ 100になった時点で IPTGを0.5mMになるように加えて rho蛋白質の増産
誘導を行なった。 PLプロモーターをもっプラスミドは HB101株に導入し、プラスミド































¥.1' ， ~ .ぷぷ〆JJ〆/「一ー， rー ir-一寸r-ー i ，----， i一-，+ー+ー+ー+ー+ー+ induction 




ぷ:ぷ SF8 9 
6タミ v 、 刊 、秒'
~ rーー一寸 I一ー -， r一一 1 r一一一「、+ー+ー+ー+ induction 


















































flow through合action (レー ン6)、O.5MNaClで washして得た f旨action (レーン7)、


















が依然としてATPase活性は示す (Lowery-Goldhammerand Richardson， 1974， Lowery and 



















RNA cofactor (μg/μ1) 
rho protein 'poly (C) poly (U) 
10 -3 10 -2 10 -1 10 -3 10 -2 10 -1 
wild type 4.0 x 10・1 15.87 14.28 1.0 x 10・1 1.06 1.59 
~ wild type (H) 2.08 11.11 10.28 1.3 x 10・1 3.1 x 10・l 5.4x 1 0・1
E342G 4.7 x 10 8.77 9.87 。 4.3 x 10 -2 2.9 x 10 -2 
E342G (H) 1.92 6.82 8.46 5.2 x 10 -2 7.2 x 10 -2 7.6x 10 -2 
A357V 2.0 x 10 3.17 4.06 3.8 x 10 
-2 










の切除を試みた。タグの付いた rho蛋白質では 6つのヒスチジンと rho蛋白質との聞に
I-E-G-Rの4残基があり、プロテアーゼFactorXaはこの配列を認識してアルギニンの















Jタヘ秒ザ o0.5 1 2 4 6 8 10 12 反応時間 (h)




なり左右されることが判ってきている (Matthewsand wells， 1993)。今回の発現系では







Liらによって発見された NusG蛋白質は (Liet al.， 1992)、その後の研究で、 rho依存


























均 EI&Mlu〆 NusG ¥ Bst EI & Eco RV 
rho 
Nde 1 PL 
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ることによって pNS5をEcoRV -BstEI断片を欠失させることによって pNS6を得た。
pNS5はrho構造遺伝子の SD配列を pNS6はSecE構造遺伝子の SD配列をそれぞれ利
用しようと考えたものである。またいずれのプラスミドにおいても SecE構造遺伝子の
全部または 3'末の一部を保存した。これは加 vivoでは SecE構造遺伝子と NusG構造
遺伝子とが翻訳段階で共役している可能性が高いことを考慮したためである。この 2




りに組み込むことを試みた。 pNS6のNusGを含む Ndel-PstI断片と pHK7のアンピシリ
ン耐性遺伝子を含む Ndel句PstI断片とを組み替え pNS6にBamHI認識部位を導入した
(pNS7)。次いで T7プロモーターと T7ターミネーターとを含みマルチクローニングサ




株に導入し発現制御用プラスミド pNT203と共存させ L培地または terrific培地を用い





ラスミド pLysEないし pLysSを共存させて L培地または terrific培地を用いて 37
0
Cで培
養し、 KlettODがおよそ 100になった時点で IPTGを0.5mMになるように加えて
















べ d~. BL21 BL21 (LysE) BL21 (LysS) 






ぷ/L pNS8 Teπi白c pET3a L 











ことを目的に T7RNA polymeraseの阻害剤である T7lysozymeを宿主菌に供給するため
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除いた NusGを含む溶液をヘパリンカラムに添加し吸着蛋白質を 25mMから 200mM







において起こるようになる (Liet a1.， 1993)。このように NusG蛋白質がrho依存性転写
終結において重要な役割を果たしているのは明らかだが、より具体的に NusG蛋白質
がrho依存性転写終結にどのような関わりかたをしているのかについては不明で、ある。






















in vivo in vitro 
A TPase activity 
(% ofcon位01)
poly (C) poly (U) 
Kd for ATP ぷ25ユKaforすRTA
(μM)(Ka X10 M) (% of control) 
主な性質




































































































































でも NusGなしで転写終結を引き起こすことが分かつた。 NusGを加えると鋳型 DNA
のさらに上流での転写終結が強まり、 trutA、 trutBより長い産物はほとんど検出されな




wild type A357V 
MgCl 5 10 5 10 (mM) 
KCl 50 200 50 200 (rnM) 
NusG + + ー + ー + + + ー +ー + 
50 50 (凶1)
rho +ー + ー + ー + 
2 3 4 5 6 7 8 2 3 4 5 6 7 8 
RT 
~II ~ fう II I tRl 
ItrutAB 〉ー- 4kt mtB 制 -<tru凶
図13・1 in vitro RNA合成
I、H、皿、 IV、Vは既知の rho依存性転写終結部位、 RTはreadthroughを表す。
レー ン2、4: 330nM rho;レー ン5、6、7、8: 50nM rho 




MgCl 5 10 
KCl 50 200 
l l 
NusG ー -+ + . + -+ 
50 
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図13・2 in vitro RNA合成
I、I、m、W、Vは既知の rho依存性転写終結部位、 RTはreadthroughを表す。
レー ン2、4: 330nM rho;レー ン5、6、7、8: 50nM rho 
レー ン3、4: 710nM NusG:レーン6、8: 500nM NusG 
RT 
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第三章実験結果
group IV group V 
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I;:主 Fも_-'、 1Etm也J 司 3 t~tA 
図13-3 in vitro RNA合成
I、I、皿、 IV、Vは既知の rho依存性転写終結部位、 RTはreadthroughを表す。
レー ン2、4: 33伽Mrho;レー ン5、6、7、8: 5伽Mrho




った。またこの場合にもやはり NusGなしに trutA、 trutBでの転写終結が起こっていた。
一方NusGが存在すると AtRlターミ不一ターより上流の部位での転写終結が強く起こ
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れている (Geiselmannet a1.， 1993;図16)。
ところが、このシンメトリー・モデルでは上手く説明できないことがその後いくつ
か明らかとなってきた。まず、かねてより rhoとの聞にアミノ酸配列上の相同性が指
摘されていたFl・ATPaseの結晶構造が明らかにされた (Abrahamset a1.， 1994) 0 Fl-
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との sequencealignment とrhoF1・ATPase図17 
実験結果
? ???




















Hajdu et a1. (1976)によればオリゴマー蛋白質のシンメトリーは複数の架橋剤によ
るクロスリンクのバンドパターンと架橋産物の時間変化によって判別可能である。こ
れに対して Geiselmannet a1. (1992)の実験は一種類の架橋斉lJによる、ある特定の反応
時間による架橋産物の電気泳動パターンを主要な根拠にしている点、この実験解釈に
は十分再検討の余地があるものと考えられた。
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殿を行うか否か、 3)架橋反応を停ヰするのに ethanolamineを使用するか否か、 4)
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図20 架橋剤 DMSによる rho蛋白質の架橋
A DMSによる架橋産物量の時間変化。IU'、 1じはminorな架橋産物(本文参照)。
































50/0 100/0 40/0 100/0 
kDa 1 2 3 kDa 1 2 3 1 2 3 4 kDa 1 2 3 4 
VI 212 
Eご 圏直.' 155 円「PtTご1:， 158 VV I 、V 116 1 IV 97.2 l電孟孟董 IV I~ rJl<量一号室 70 
66.4 -・園園陸l' 11 158 I壇軍事l
1 1'1品目 1回 '1置l 46 山園事担軍
116 I 。
N




B異なる濃度のゲルを用いた Weber& Osbomの系での電気泳動。左のパネル レーン1:架橋されたトータルの rho蛋白質、
レーン2:架橋していない単量体、レーン3:架橋してLaemmliの系で分離した ILをelectroelutionによって回収したサンプ





















































































































carbony loxy )ethy l]sulfone (sulfo・BSOCOES)
Disuccinimidyl suberate (DSS) 
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D D3シンメトリー、 C3シンメトリーあるいは C3/6シンメトリーの場合の架橋反
応の計算値。計算するにあたってゆ/klα あるいはK2/KlにBから求めた値2を代入
して行った。なお C、Dの横軸 (Time) を求めるにあたっては以下の関係式を用
いた。
Time 
τ=fCdt=f C附山=Co川 -exp (-kdυ 
ここでCは時刻 tにおける架橋剤の濃度であり札、これは初濃度Cα0から速度定数
kdでで、指数関数的に減少するとみなせる。なお C3/6シンメトリーの場合に、
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Time (min) 
図27 二種類の二量体の架橋反応時間に対する比率の変化










































































特に加 vitroの実験からは rho蛋白質と NusG蛋白質とが直接結合すること、 NusG蛋白
質の添加により rho依存性転写終結がより早い段階ですなわちよりプロモーターに近
い領域で起こるようになること、さらに rho単独では働けないような高塩濃度下でそ
の転写終結能を回復させることなどが明かにされた (Liet a1.， 1993) 0 NusGのこのよう



































































ーナツ状に会合したものであると考えられている (Be紅 etaJ.， 1988; Gogol et aJ.， 1991; 
Geiselmann et aJ. 1992a~ Geiselmann et al.， 1992b)。これまでにいくつかのグループがrho
の結品化に取り組んでいるが、残念ながら未だ成功していない。そのような現状にあ
って、 Geiselmann等は主にクロスリンク実験をもとにこの六量体のシンメトリーを推
定し、そこからさらに rhoとRNAとの相互作用モデルを提唱した (Geiselmannet aJ.， 
1992，1993)。
Geiselmann等によれば、このドーナツ状の六量体が取りうるシンメトリーは四種類































FI-ATPぉeとrhoとの sequencealignmentを見ると、 αサプユニットと pサブユニッ
トとの聞で保存されている箇所でrhoにおいてもアミノ酸が保存されている(図17)。





























































































































Helicase Symme住y Un~inding polarity Function 
E. coli DnaB C3/C6 5' t03' replicative DNA helicase 
E. coli Rho C3/6 5' t03' transcription termination 
E. coliRuvB C6 5' t03' branch migration motor 
T4gp41 5' t03' replicative DNA helicase 
T7gp4 C6 5' t03' replicativDerupnNasA e heiicase， 
prunas 
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a[X23] / at = kα[X12] + ks [Xl1] -2 (kα+ks) [X23] 
これを解くと、
治3= 3 Xo {exp(k a't)ーl}{exp(ks't)ー1}
、，、~・4哩L
I._ Lー に、
Xo = Ro exp{-3 (kα+ ks ) 't}
τ=fcdl 




1 = IIα= lls = (1/3) [X23] 
スキー ム2にある Xoから X6までについて同様に計算し、それぞれについて、構成要
素である単量体から六量体までを算出し、足し合わせれば、単量体から架橋された六
量体までを tの関数として表すことができる。計算結果は以下の通り。
RI = Ro exp{ー(kα+ks)τ} 
Rrr = Ro exp{ー(kα+ks)'t} [exp(-ksτ){exp(kατ) -1} 
+ exp(-kα't) {exp(ksτ)田 1}]
Rrnニ3Ro exp{-2 (kα+ ks)'t} {exp(kα't) -1} {exp(ks 't)ー 1}
問v= 2 Ro exp{-2 (kα+ ks)τ} {exp(kα't) -1} {exp(ksτ)ー 1}[exp(-ksτ) 
{exp(kατ)ー 1}+exp(-kα't) {exp(ksτ)ー 1}]
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Rv = 5 Ro exp{-3(kα+ ks)τ} {exp(kα't) -1}2 {exp(ksτ) -1}2 
R羽=Ro exp{-3(kα+ ks)τ} {exp(kατ)ー 1}2{exp(ks 't) -1 }2 [3 {exp(kατ) -1} 
+ 3 {exp(ksτ) -1} + {exp(kατ) -1} {exp(ks 't)ー 1}] 





架かった二量体 (1α) とpで、架橋の架かったこ量体 (Is) とは、それぞれ
Rrrα= Ro exp{ー(kα+2ks)'t} {exp(kατ) -1} 
Rrs = Ro exp {ー(2kα+ks)'t} {exp(ks 't)ー 1}
さらに、両者の比率は
























RI = Ro exp(-2k 't) 
Rr = 2 Ro exp( -3k 't) {exp(kτ) -1} 
RrI = 3 Ro exp(-4 k 't){exp(kτ)ー 1}2
問v= 4 Ro exp(司 5k't) {exp(kτ)ー 1}3
Rv = 5 Ro exp(-6kτ) {exp(kτ)ー 1}4









ぬEαα:R皿αs:R皿戸α:R皿ss= p2 : p (l-p) : p (l-p) : (1-p)2 







RI = Ro exp{ー(k1+ k2)τ} 
Rn = Ro exp{ー(k1+ k2)τ} [exp(-k2τ){exp(k1τ) -1} 
+ exp(-k1τ) {exp(k2τ)ー 1}]
町n= 3 Ro exp{-2 (k1 + k2)τ} {exp(k1 1)四 1}{exp(k2τ)ー 1}
ぬv= 2 Ro exp{四 2(k1 + k2)τ} {exp(k1τ) -1} {exp(k21) -1} [exp(-k2τ) 
{exp(k1τ)ー 1}+exp(-k1τ) {exp(k2τ)ー 1}]
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補遺
Rv = 5 Ro exp{ー3(k1+ k2)τ} {exp(k1τ)四 1V{exp(k2τ)ー 1}2
RVI = Ro exp{-3(k1 + k2)τ} {exp(k1τ)ー 1}2{exp(k2 1) -1 }2 [3 {exp(k1 1)ー 1}





Rns = (l-p) Rnl + (l-q) RII2 
と表すことができる。ただし、
Rnl = Ro exp{ー(k1+ 2k2)τ} {exp(k1τ)ー 1}









(1 -p) p (for kl > k2) 




Rrnαα:R皿αs:R皿Pα 永皿s= P q: p (l-q): q (l-p) : (l-p) (l-q) 
プロトマー聞の接触面が交互に異なるモデルでは、 kα とks(あるいは klとk2)が
異なる場合、一般に架橋反応の中間段階では、両者が同じ場合に比べて、二量体と四
量体が増加し、三量体と五量体が減少する傾向を示す。それらの比率は、
Rn/Rrn = 1/3 [exp(kα1) / {exp(ksτ)ー 1}+ exp(ksτ)/{exp(kατ)ー 1}]
町v/R皿=2/3 [(exp(kα1)ー l}/exp(ksτ)+ {exp(ksτ)ー 1}/exp(kα1) ] 
これらはkα=ゅの場合には、それぞれ2/3、3/4である。
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